次世代シーケンサーによるクリニカルシーケンスの実際：骨髄系腫瘍の体細胞変異解析 by 東 剣虹 et al.
東　京　医　科　大　学　雑　誌─ ─ 第 73巻　第 4号442
（　　）
来エクソソームの「量」「質」「機能」の解析を行っ
た。また、低酸素耐性株由来エクソソームを混合し
たマトリゲルをヌードマウスの皮下移植し、生体内
におけるエクソソームの機能を解析した。
【結果・考察】　2種の低酸素耐性株（RPMI8226-HR, 
KMS-11-HR）由来エクソソームにおいて、miR-
135bが共通して発現上昇していた。さらに、低酸
素耐性株由来エクソソームをマトリゲル上で培養し
た血管内皮細胞に添加すると tube formationが促進
された。これらのエクソソームは生体内においても
マトリゲル plug内への血管新生を促進した。この
ことから、低酸素耐性株は血管新生能の亢進に関与
する miR-135bを含有するエクソソームを放出し、
血管新生能に影響を及ぼすことが示唆された。骨髄
内微小環境において、腫瘍細胞が特異的に発現する
miRNAはエクソソームを介して周辺細胞に影響を
与えている可能性があり、これらをターゲットとし
た新規治療法の可能性が考えられる。
　本研究は、平成 26年度東京医科大学研究助成金
を受けたものである。
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【背景と目的】　本学では、文部科学省・私立大学戦
略的研究基盤形成支援事業（課題番号 S1311016）「生
体分子情報による次世代型がん個別最適化治療法の
開発」により次世代 DNAシーケンサーシステム
MiSeqが整備され、既に各診療科との臨床共同研究
が展開されている。本研究では、クリニカルシーケ
ンスにおいて強力なツールとなっている疾患パネル
を用いて、白血病細胞株および骨髄異形成症候群
（MDS）患者細胞の体細胞変異解析を行った。
【方法】　5種類の細胞株（白血病細胞株 K562, 
U937, HL-60 お よ び AZA 耐 性 細 胞 株 R-U937, 
R-HL-60）と、14例のMDS患者由来骨髄単核球細
胞からゲノム DNAを抽出した（IRB No. 976）。疾
患パネルは、骨髄系腫瘍で高頻度に変異が見られる
50遺伝子が搭載された GeneRead DNAseq Human 
Myeloid Neoplasms Target Panel（Qiagen）を用いた。
シーケンス後に得られた配列情報についてヒトゲノ
ム配列 hg19を参照としてマッピングおよび変異解
析を行った。
【結果・考察】　VariantStudio （Illumina）を用いて体
細胞変異データベース（COSMIC, ClinVar）のアノ
テーションを付加し、common SNPや synonimous
変異をフィルタリングして体細胞変異の抽出を行っ
た。その結果、K562では 6遺伝子、U937では 5遺
伝子、HL-60では 4遺伝子、R-U937では 9遺伝子、
R-HL-60では 3遺伝子に変異が存在した。また、
白血病細胞株 3株に共通してスプライシング関連因
子 U2AF2に変異が見られた。一方、MDS患者では、
14例中 13例に TP53に変異が見られ、DNAメチル
化制御関連因子である DNMT3Aは 3例、TET2は 6
例、ヒストン修飾関連因子 EZH2は 2例、EEDは 4
例、スプライシング関連因子であるSETBP1は13例、
SF3B1は 6例、U2AF2は 14例に変異が存在した。
疾患パネルによる簡便なクリニカルシーケンスは、
個別化医療の実現に有用であると考えられる。
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【背景】　本研究は平成 26年度東京医科大学研究助
成金による研究である。進行癌患者では末梢血液中
に腫瘍細胞が認められることが知られており、末梢
血中腫瘍細胞（Circulating Tumor Cell ; CTC）と呼
ばれているが、評価方法により偽陽性が多いことや
孤立性の腫瘍細胞は転移能をもたないとの知見など
から、その臨床的意義には異論が多かった。最近で
は EpCAM抗体を用いた免疫磁気法による CTCの
測定法が開発されており、外注検査によって CTC
を測定することが可能であり、さらには特定遺伝子
の免疫染色も可能である。
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